











































Biological Programmable Logic Device in Escherichia coli












Bio‐computing and Boolean  logic gates  simulation and  implementation  in bacteria 
and eukaryotic cells is currently a hot subject in Synthetic Biology. Computer chips 
relies  on  combinatorial  Boolean  logic  circuits, which  are  the  combination  of  basic 
Boolean logic gate operations to function (AND, OR, NOT) and these circuits are the 
basic components for computer systems. Hence constructing artificial gene modules 
implementing  basic  Boolean  logic  operations  is  the  first  crucial  step  towards 
building  a  complex  bio‐computer.  Currently,  basic  logic  gene  networks  have  been 
constructed using different genetic components and tested. However, these studies ¸Æ¸º╆ß"ıøæ©Æ¸̋"̇"̨-ØØ"œ̋ß"æ̨"œ°ºß̶̋ßÆ̊"̈ÆæØæ̌Æ̊̇Ø"ı̇øßœ┸"¬̶Æ̶̊"̊æ-Ø¸"̈̋"̇œœ̋Œ̈Ø̋¸"Ø̇ß̋ø"
in one system to fully exploit the computing ability of combinatorial circuits. In this ıøæª̋̊ß┸" ̇" œ̋ß" æ̨" Øæ̌Æ̊" ̌̋º̋" Œæ¸-Ø̋œ" ゅ#" #0&" $┸" #╆" #0&" $┸" #" #0&" $╆┸" #╆" #0&" $╆ょ"
responding  to  two  different  variable  inputs  (IPTG  and  anhydro‐tetracycline)  and 
their  variants  were  constructed  and  tested.  These  modules  could  potentially  be 
integrated into a single system to provide all possible 16 different outputs from two 
variable  inputs.  In  this  thesis,  the  four  modules  were  designed;  constructed  and 
tested for their  logic  functions. The positive and negative results presented  in this 
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The number of  living organisms  in nature  is an astronomical  figure. Every species 
and every  individual  represents a unique morphological  and genetic variant  in  its 
own group. The study of genetic similarities allows linking different organisms and 
classifying them into groups in a sophisticated system. More importantly, the great 




engineering  of  novel  and  complex  artificial  gene  networks.    This  is  the  essence of 
Synthetic Biology.  
When we  look  back  four  decades  ago,  a  visionary  talk  given  by Richard  Feynman 
had addressed for the first time the desire to build a computing machine with sub‐
microscopic sized biological components [1]. This talk from a physicist ignited a new 









more  Synthetic  Biology  designs  have  embraced  Engineering  concepts,  e.g. 




Over  the past decade,  biologists  and engineers have  created a variety of  synthetic 
gene  devices  with  different  functionalities,  from  the  first  bacterial  toggle  switch, 
which  was  constructed  from  two  repressible  promoters  arranged  in  a  mutually 




The ultimate engineering goal  in Synthetic Biology  is  to  create a  fully  controllable 
artificial  Gene  Regulatory  Network  (GRN).  Artificial  GRN  feature  a  programmable 
gene network with predictable dynamic behavior. The purpose of creating artificial 




output, and a robust  response  from the cells. However,  in most application‐driven 










on  combinatorial  logic.  Such  a  circuit  features multiple  input  signals  (chemical  or 





variables  then  provide  a  specific  output  signal.  This  highly  specific  input/output 
relationship  is  critical  for  the proper execution of  the  logic  function. For example, 
the  Boolean  logic  AND  gate  only  provides  a  true  output  (1  or  on)  if  both  input 







shown  to  occur  in  nature  [26‐28].  In  biological  systems,  gene  regulation  is  highly 
complex and organized. From Prokaryotes to Eukaryotes, the complexity increases 
significantly.  One  or  a  few  signalling  molecules  sometimes  regulate  one  gene 
directly or indirectly.  In the classic example of the Lac operon in E. coli, a chemical ╉inducer╊‐lactose and a repressor Lac I, control the transcription of the operon as on 
or off,. Without the presence of  lactose,  the operon  is shut down as a result of  the 
Lac  I  repressor  binding  to  the  Lac  operators  (cis‐regulatory  elements).  The 
repressor/operator interaction prevents the transcription from initiating [29]. When 
lactose  is  present,  it works  as  an  inducer  to  set  free  the  Lac  I  repressor  from  the 
operators and makes  the  transcription of  the operon possible  [29].  Such regulatory 
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control  mechanism  is  used  to  regulate  many  different  genes  or  operons  in 
prokaryotes..  For  example,  the  arabinose  operon  and  the  TetR‐controled  gene 
regulation  system  are  using  similar  control  mechanisms  [30].  By  combining  two 
simple control mechanisms in a novel synthetic promoter, we can create a Boolean 
logic gene regulatory system implementing the AND gate. 
Exploiting  the potential of  existing natural  genes or gene modules  is  the  first  step 
towards  creating  synthetic  logic  genes.  A  lot  of  efforts  have  been  put  into 
understanding  gene  regulatory  networks  that  exhibit  Boolean  logic  function 
patterns, such studies include the cis‐regulatory input function at the gene level in E. 
coli  [34]  or  at  the  genome  level  [35],  and  ß̶̋" ̨̨̋̋̊ß" æº" 6ø̇ºœ̊øÆıßÆæº" (̇̊ßæøœ" ゅ6(╆œょ"
binding  dependences  on  regulatory  functions  [37].  A  lot  of  the  attention  has  been 
drawn  to  the  potential  and  limitation  of  combinatorial  signal  integration  [38]  and 
building  combinatorial  library  that  contains  a  variety  of  promoters  responding  to 
different inputs [36] as well.  
Some  logic  network  designs  include  the  construction  of  a  simple  AND  gate 




Similar  work  has  been  done  in  Eukaryotes  as  well,  such  as  the  RNAi‐based  logic 




has  valuable  real‐life  applications,  like  the  Bio‐computer  that  can  identify  and 
analyse mRNA of disease‐related genes [32] and the cancer cell‐invading bacteria [21]. 
All  these  results  show  that  Boolean  logic  gates  can  be  implemented  using  GRN 
system. However most of the combinatorial Boolean logic networks built to date are 





In order  to build a  functional  logic synthetic GRN,  it  is  important  to decipher how 
regulatory  elements  i.e.  TFs  interact  with  each  other,  i.e.  binding  independently, 
competitively,  orderly  or  jointly  [37].  It  is  also  crucial  to  understand  the  relative 




biological  parts  for  creating  genes  that  respond  to  more  than  one  artificial 
regulatory signal. Furthermore, we need to create modular synthetic gene networks 
that  can  be  used  in  different  cellular  context.  In  order  to  successfully  create  a 
precisely  regulated  synthetic  gene,  researchers  utilize  combinatorial  synthesis  [30] 
and rational design  [39] as two main approaches and through which they find novel 





open  development  of  Synthetic  Biology.  The  BioBricks  Foundation  has  invested  a 
tremendous amount of efforts on building a registry of standard biological parts that 
can  be  shared  among  researchers  and  to  develop  novel  methodologies  that 
facilitates the construction of novel parts [40].  
The potential of Synthetic Biology is still at its very rudimentary stage. The attempts 
to  design  and  create  synthetic  gene  networks  have  strongly  helped  to  push  this 
research  area  forward  but  also,  exposed  our  need  to  develop  more  reliable  and 






What  has  not  been  done  is  to  design  a  series  of  modules  with  different  logic 













In  the  BIO‐PLD  project  presented  in  this  thesis,  I  attempted  to  design  a 
programmable  artificial  Gene  Regulatory  Network  (GRN)  with  4  biological  logic 
modules that can solve complex Boolean problems when assembled into one system. 
Every  artificial  GRN  module  in  this  project  is  made  of  either  one  or  two 
parts/categories; we named the 2 members of the first category as ╉Æº©̋øß̋øs╊┸"̶̋̇̊"
one of  them behaving  ØÆŁ̋"̇" ╉016╊"̌̇ß̋" Æº"$ææØ̋̇º" logic,  and  the  second category ̊æºß̇Æºœ"ね"Æº¸Æ©Æ¸-̇Ø"╉ŒÆº‐ß̋øŒ╊"̌̋º̋œ┻"1©̋ø̇ØØ┸"ß̶̋ø̋"¬̋ø̋"œÆ®"ºæ©̋Ø"̇øßÆ̨Æ̊Æ̇Ø"̌̋º̋œ"
designed and produced during this project (Figure 2). 
Within the first category, the two inverter genes have either a native Lac promoter 
or  a  Tet  promoter.    These  two  promoters  are  repressed  by  the  LacI  or  TetR 
repressor and subsequently can be  induced by  IPTG or anhydro‐tetracycline.   The 
promoters are linked to the coding sequence of the yeast Gal4 DNA binding protein 
or the n C1 repressor protein was attached to the two promoters. The four min‐term 
genes  are  constructed  with  synthetic  promoters  that  respond  either  directly  or 
indirectly (via inverters) to two different input signals (IPTG and aTc) and produce 









first  crucial  step  towards  building  a  sophisticated,  fully  functional  BIO‐PLD.  The 






evaluated  their  response  to  the  two  chemical  input  signals  IPTG  and  anhydro‐
tetracycline.  The  results  have  provided  insight  on  understanding  some  of  the 
designing rules for creating a logic regulatory circuit and paved the road for future 


























A  total of  six novel  synthetic genes were  constructed  for  the BIO‐PLD project  and 













The  first  min‐ß̋øŒ" ̌̋º̋" ゅ#┃$ょ" Æœ" ̇" ╉#0&╊" Øæ̌Æ̊" ̌̇ß̋" ̇º¸" ¬̇œ" ̊æºœßø-̊ß̋¸" ̈°"
mutating  the  promoter  of  the  existing  BioBricks  biological  part  BBa_I13522 



























After  mutating  the  BBa_I13522  plasmid  with  the  two  primers,  the  mutagenesis 
product was digested with  the  restriction enzyme Dpn  I  at  37  0C  for 1 hr‐1.5 hrs, ß̶̋º" ßø̇ºœ̨æøŒ̋¸" Æºßæ" &*のゎ<な" E.  coli  strain.  This  strain  produces  the  Lac  I 












four  variants)  according  to  the  concentration  requirement  of  the Genome Quebec 
Sequencing  Centre.  The  plasmids,  which  were  successfully  mutagenized,  were 




The  same  procedure  was  carried  out  for  creating  the  three  other  variants  of  the 

































Variant  4  has  another  Lac  operator  sequence  ゅの╆‐tgtgagcgctcacaatt‐ぬ╆ょ" ø̋œÆ¸Æº̌"
between the ‐35 and ‐10 boxes (Figure 7). Again it was shown that LacI binds to this 






































































function.  The  negation  of  one  variable  is  implemented  by  the  introduction  of  an 
inverter repressor‐coding gene  (Figure 2, Chapter I). 

















two  pieces  of  the  inverter  for  5  cycles  to  produce  enough  fragments  with 




into  the plasmid p‐Jet  (From Fermentas) and  transformed  into E. coli DH5cZ1  for 
sequencing.   
The  same  procedure  was  applied  to  create  the  second  inverter  gene  (pTet‐CI).  
However, in this case two variants differing in the strength of the ribosomal binding 




replaced  it with one having 11.9% of  the original  strength  (BioBricks Foundation, 
Part:BBa_J61101). 






































































250 rpm at 37  oC and  the OD was monitored every 20 min. When  the OD600 was 
reaching 0.6, part of the 20 ml culture was divided into four 3 ml aliquots. The first 
aliquot was used as a control and was not induced with any chemicals. 0.03 ng/ml 
anhydro‐tetracycline  dissolved  in  ethanol  was  added  to  the  second  tube.  1nM  of 
IPTG dissolved  in water was added to the third tube. Finally, 0.03 ng/ml anhydro‐
tetracycline  and  1nM  IPTG  solutions  were  added  to  the  fourth  aliquot.  GFP 
production was monitored 1 hr and 2 hr  (in some cases 30 min and 4 hr as well) 
after  induction. 200 ul of  the cell culture  from each of  the  four tubes was used for 
GFP  detection  and  OD600  reading.  GFP  and  OD600  data  were  collected  using  a 
Wallac  1420  multi‐label  counter.  Three  to  five  GFP  fluorescence  assay  were 
analyzed for the biological replicates.   
 
Statistical  average  are  calculated  by  using  biological  replicates  (each  biological 
replicate  is  a  unique  colony  from  the  same  Agar  plate  containing  the  same  gene 
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module)  of  the GFP data  acquired by  the Wallac 1420 and  the Excel  software. On 
average 3‐5 biological  replicates were  tested  for  each module.  Standard deviation 
was calculated for each module behavior by using the mean value ( ) from the 3 to 










6æ" ÆŒıØ̋Œ̋ºß" ß̶̋" ̨æ-ø" Øæ̌Æ̊" ̨-º̊ßÆæºœ" Æº" '┻" ̊æØÆ"&*のゎ<な┸" ̇" º-Œ̈̋ø" æ̨" ıØ̇œŒÆ¸œ"̶̇ø̈æ-øÆº̌" ºæ©̋Ø" œ°ºß̶̋ßÆ̊" ̌̋º̋œ" ̶̇¸" ßæ" ̈̋" ̊æºœßø-̊ß̋¸┻" " 9̋" -œ̋¸" œÆß̋‐¸Æø̋̊ß̋¸"Œ-ß̇̌̋º̋œÆœ" ゅ5&/ょ" ßæ" Œæ¸Æ̨°" ̋®ÆœßÆº̌" ıØ̇œŒÆ¸œ" ßæ" ̊ø̋̇ß̋" œ°ºß̶̋ßÆ̊" ıøæŒæß̋øœ"ø̋œıæº¸Æº̌"ßæ"ß¬æ"Æºı-ß"©̇øÆ̇̈Ø̋œ"ゅ#┸"+26)"̇º¸"$┸"̇º̶°¸øæ‐ß̋ßø̇̊°̊ØÆº̋ょ┻""5-̊̊̋œœ̨-Ø"5&/"¬̇œ" ̨Æøœß"¸̋ß̋øŒÆº̋¸" ̨æø"̶̋̇̊"œ°ºß̶̋ßÆ̊"̌̋º̋"ŒÆº‐ß̋øŒœ"̈°"¸æÆº̌"̊æØæº°"2%4"¬Æß̶"̇"̨æø¬̇ø¸"ıøÆŒ̋ø"œı̋̊Æ̨Æ̊̇ØØ°"ß̇ø̌̋ßÆº̌"æºØ°"ß̶̋"Œ-ß̇ß̋¸"ø̋̌Ææº"̇º¸"̇"ø̋©̋øœ̋"ıøÆŒ̋ø"̈Æº¸Æº̌"ßæ"ß̶̋")(2"ø̋̌Ææº"æø"$Ææ$øÆ̊Łœ"œ-̨̨Æ®"ø̋̌Ææº"̨øæŒ"̊æØæºÆ̋œ"̌øæ¬º"Æº".$" Œ̋¸Æ-Œ" ̨̇ß̋ø" ßø̇ºœ̨æøŒ̇ßÆæº" Æºßæ" &*のゎ<な┻" " 6̶̋" ø̋œ-Øßœ" æ̨" ß̶̋" ̊æØæº°" 2%4"̋®ı̋øÆŒ̋ºßœ"̨æø"ŒÆº‐ß̋øŒœ"1"ßæ"ね"̇ø̋"œ̶æ¬º"̈̋Øæ¬"ゅ(Æ̌-ø̋"なに‐なのょ┻" 











(Æ̌-ø̋"なの┻"%æØæº°"2%4"̨æø"ŒÆº‐ß̋øŒ"ね"ゅ#╆┃$╆ょ┻""6̶̋"ø̋œ-Øßœ"œ̶æ¬"ß̶̋"̋®ı̋̊ß̋¸"-ºÆł-̋"̈̇º¸"̇ß"ひばの"̈ı┻"6̶Æœ"̊æØæº°"2%4"-œ̋¸"̇"¸Æ̨̨̋ø̋ºß"ø̋©̋øœ̋"ıøÆŒ̋ø┸"¬̶Æ̶̊"ß̇ø̌̋ßœ"ß̶̋"$Ææ$øÆ̊Łœ"œ-̨̨Æ®"ø̋̌Ææº┹"ß̶̋"̨æø¬̇ø¸"ıøÆŒ̋ø"¬̇œ"œßÆØØ"ß̇ø̌̋ßÆº̌"ß̶̋"Œ-ß̇ß̋¸"ø̋̌Ææº"Æº"ß̶̋" ıøæŒæß̋ø" æºØ°┻" *̋º̊̋" ß̶̋" Ø̋º̌ß̶" æ̨" ß̶Æœ" 2%4" ıøæ¸-̊ß" Æœ"Œ-̶̊" Øæº̌̋ø" ß̶̇º" ß̶̋"ıø̋©Ææ-œ"æº̋œ"ゅ(Æ̌-ø̋"なに‐なねょ┻" 
 





 6̶̋" œ̋̊æº¸" Æº©̋øß̋ø" ¬̇œ" ̊æºœßø-̊ß̋¸" ̈°" ß̶̋" ̨-œÆæº" æ̨" ß̶̋" 6̋ß" ıøæŒæß̋ø" ¬Æß̶" ß̶̋"̊æ¸Æº̌" œ̋ł-̋º̊̋" æ̨" ß̶̋" %+" ø̋ıø̋œœæø" ̨øæŒ" ̈̇̊ß̋øÆæı̶̇̌̋" n┻" " (Æ̌-ø̋" なば" œ̶æ¬œ" ß̶̋"ø̋œ-Øßœ"æ̨" ß̶̋"2%4"̇ŒıØÆ̨Æ̊̇ßÆæº"ıøæ¸-̊ß"æ̨" Æº©̋øß̋ø"に" ゅı6̋ß‐"n%+ょ"æº"̇"なガ"̇̌̇øæœ̋"̌̋Ø┻"#œ"̋®ı̋̊ß̋¸┸"̇"ひなぬ"̈ı"̈̇º¸"Æœ"æ̈œ̋ø©̋¸┻ 
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 (Æ̌-ø̋" なば┻" %æØæº°" 2%4" ø̋œ-Øß" ̨æø" ß̶̋" Æº©̋øß̋ø" ı6̋ß‐n%+┻" 6¬æ" ıøÆŒ̋øœ" ¸̋œÆ̌º̋¸" ßæ"ß̇ø̌̋ß" ß̶̋" $Ææ$øÆ̊Łœ" ıø̨̋Æ®" ̇º¸" œ-̨̨Æ®" ø̋̌Ææº" ̇ŒıØÆ̨°" ̇" ひなぬ" ̈ı" &0#" ̈̇º¸"̊æøø̋œıæº¸Æº̌"ßæ"ß̶̋"̊æŒıØ̋ß̋"ı6̋ß‐n%な‐ß̋øŒÆº̇ßæø"Æº©̋øß̋ø┻" 
 





6̶̋" ß̶ø̋̋" ıØ̇œŒÆ¸œ" ¬̋ø̋" ̊æºœßø-̊ß̋¸" ̈°" ß̶̋" ØÆ̌̇ßÆæº" Æº" ıØ̇œŒÆ¸" ı5$な#-ぬ" æ̨" ß̶̋"æ©̋øØ̇ııÆº̌" 2%4" ıøæ¸-̊ßœ" æ̨"ŒÆº‐ß̋øŒ" に┸" ぬ" æø" ね"¬Æß̶" ß̶̋" ̇ııøæıøÆ̇ß̋" Æº©̋øß̋øゅœょ┻""
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(Æ̌-ø̋"なぱ"œ̶æ¬œ"ß̶̋"ø̋œ-Øßœ"æ̨"ß̶̋"2%4"ıøæ¸-̊ßœ"æ̈ß̇Æº̋¸"̨̇ß̋ø"̇ŒıØÆ̨Æ̊̇ßÆæº"æ̨"ß̶̋"̨Æº̇Ø" ıØ̇œŒÆ¸œ"¬Æß̶" ß̶̋" ̇ııøæıøÆ̇ß̋" ıøÆŒ̋ø" ı̇Æøœ┻" #œ" ̋®ı̋̊ß̋¸┸" ̇" なばぬぬ" ̈ı" ̈̇º¸" Æœ"æ̈œ̋ø©̋¸"̨æø"ß̶̋"2%4"̇ŒıØÆ̨Æ̊̇ßÆæº"æ̨"Œæ¸-Ø̋"に"ゅ#‐$╆ょ"̊æøø̋œıæº¸Æº̌"ßæ"ß̶̋"̨-œÆæº"æ̨"Æº©̋øß̋ø"な"¬Æß̶"ŒÆº‐ß̋øŒ"に┻ 
 (Æ̌-ø̋"なぱ┻"%æØæº°"2%4"ø̋œ-Øß"̨æø"ı)̇Øね【6̋ß‐)(2"̇º¸"ı.̇̊‐)̇Øね"̨-œÆæº"̊æøø̋œıæº¸Æº̌"ßæ" ß̶̋" ̊æŒıØ̋ß̋"/æ¸-Ø̋" に┻" 6¬æ" ıøÆŒ̋øœ" ß̇ø̌̋ßÆº̌" ß̶̋" $Ææ$øÆ̊Łœ" ıø̨̋Æ®" ̇º¸" œ-̨̨Æ®"ø̋̌Ææºœ"¬̋ø̋"-œ̋¸"ßæ"̇ŒıØÆ̨°"ß̶̋"̋®ı̋̊ß̋¸"なばぬぬ"̈ı"ø̋̌Ææº┻" 




 (Æ̌-ø̋"なひ┻"%æØæº°"2%4"ø̋œ-Øß"̨æø"ın%な【.̇̊‐)(2"̇º¸"ı6̋ß‐n%な"̨-œÆæº"̊æøø̋œıæº¸Æº̌"ßæ" ß̶̋" ̊æŒıØ̋ß̋"/æ¸-Ø̋" ぬ┻" 6¬æ" ıøÆŒ̋øœ" ß̇ø̌̋ßÆº̌" ß̶̋" $Ææ$øÆ̊Łœ" ıø̨̋Æ®" ̇º¸" œ-̨̨Æ®"ø̋̌Ææºœ"¬̋ø̋"-œ̋¸"ßæ"̇ŒıØÆ̨°"ß̶̋"̋®ı̋̊ß̋¸"なぱなね"̈ı"ø̋̌Ææº┻" 





9̋"̊æºœßø-̊ß̋¸"̇"ßæß̇Ø"æ̨"など"ıØ̇œŒÆ¸œ┹"ね"̨æø"ŒÆº‐ß̋øŒな┸"な"̨æø"ŒÆº‐ß̋øŒ"に┸"な"̨æø"ŒÆº‐ß̋øŒ"ぬ┸"な"̨æø"ŒÆº‐ß̋øŒ"ね┸"な"̨æø"ß̶̋"ı.̇̊‐)̇Øね"Æº©̋øß̋ø"̇º¸"に"̨æø"ß̶̋"ı6̋ß‐n%+"Æº©̋øß̋ø┻"(æø"̶̋̇̊"æº̋"æ̨"ß̶̋Œ┸"ß̶̋"̋ºßÆø̋"œ°ºß̶̋ßÆ̊"̊æºœßø-̊ß"¬̇œ"œ̋ł-̋º̊̋¸"ßæ"̊æº̨ÆøŒ"ß̶̋"Œæ¸Æ̨Æ̊̇ßÆæºœ" ß̶̇ß"¬̋ø̋" Æºßøæ¸-̊̋¸" Æº" ß̶̋"ºæ©̋Ø" œ°ºß̶̋ßÆ̊"ıøæŒæß̋øœ" ̇œ"¬̋ØØ" ̇œ" ßæ"̊æº̨ÆøŒ"ß̶̇ß"ºæ"Œ-ß̇ßÆæºœ"¬̋ø̋"Æºßøæ¸-̊̋¸"Æº"ß̶̋"̊æ¸Æº̌"œ̋ł-̋º̊̋"æ̨"ß̶̋"ø̋ıø̋œœæøœ"̇º¸"æ̨"ß̶̋")(2"ø̋ıæøß̋ø"̌̋º̋┻" 
%æØæºÆ̋œ"̶̇ø̈æ-øÆº̌"ß̶̋"ıøæı̋ø"Øæ̌Æ̊"Œæ¸-Ø̋œ"¬̋ø̋"-œ̋¸"ßæ"ß̋œß"ß̶̋"ø̋œıæºœ̋"æ̨"ß̶̋"º̋¬"œ°ºß̶̋ßÆ̊"̌̋º̋œ"ßæ"ß̶̋"ß¬æ"Æºı-ß"©̇øÆ̇̈Ø̋œ┸"ゅ+26)"̇º¸"̇º̶°¸øæ‐ß̋ßø̇̊°̊ØÆº̋ょ" Æº"




6̶̋" ̨æ-ø" ©̋øœÆæºœ" æ̨" Œæ¸-Ø̋" な" ¬̋ø̋" ß̋œß̋¸" Æº" ©Æ©æ" ßæ" œ̋̋" Æ̨" ß̶̋" ı̇ßß̋øº" æ̨" )(2"̋®ıø̋œœÆæº" ̊æøø̋œıæº¸œ" ßæ" ß̶̋" ̋®ı̋̊ß̋¸" #0&" Øæ̌Æ̊" ̌̇ß̋┻" 6̶̋" ̈̇ø" ̶̊̇øßœ" æ̨" ß̶̋"Æºı-ß【æ-ßı-ß"ø̋œıæºœ̋"̨æø"̇ØØ"̨æ-ø"©̋øœÆæºœ"æ̨"Œæ¸-Ø̋"な"̇ø̋"œ̶æ¬º"Æº"̨Æ̌-ø̋"にな"ßæ"にね┻"6̶̋"ø̋œ-Øßœ"œ̶æ¬"ß̶̇ß"©̋øœÆæº"な"ゅı.̇̊【6̋ß‐)(2ょ"̋®̶Æ̈Æßœ"̇"など"ßæ"なに‐̨æØ¸"Æº̊ø̋̇œ̋"Æº"
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)(2" ̨Øæø̋œ̊̋º̊̋"¬̶̋º" ̈æß̶" Æº¸-̊̋øœ" ̇ø̋" ıø̋œ̋ºß" ゅ¬Æß̶" ̈æß̶" Æºı-ß" ©̇øÆ̇̈Ø̋œ" +26)"̇º¸"̇º̶°¸øæ‐ß̋ßø̇̊°̊ØÆº̋ょ"̊æŒı̇ø̋¸"¬Æß̶"̇º°"æ̨" ß̶̋"æß̶̋ø" ß̶ø̋̋"̊æŒ̈Æº̇ßÆæºœ" ゅºæ"Æºı-ß┸" œÆº̌Ø̋" +26)" Æºı-ß" æø" œÆº̌Ø̋" ̇º̶°¸øæ‐ß̋ßø̇̊°̊ØÆº̋" Æºı-ßょ" ゅ(Æ̌-ø̋" になょ┻" 6̇̈Ø̋" な"œ-ŒŒ̇øÆ±̋œ" ß̶̋" ̋®ı̋̊ß̋¸" ß̶̋æø̋ßÆ̊̇Ø" Øæ̌Æ̊" ø̋œıæºœ̋" ̇º¸" ß̶̋" ̇̊ß-̇Ø" ̋®ı̋øÆŒ̋ºß̇Ø"©̇Ø-̋œ" æ̈ß̇Æº̋¸"¬Æß̶" ß̶̋" ©̋øœÆæº" な" æ̨"Œæ¸-Ø̋" な┻" 6̶̋" ©̋øœÆæº" ぬ" æ̨" Œæ¸-Ø̋" な" ̇Øœæ"̋®̶Æ̈Æßœ"ß̶̋"̋®ı̋̊ß̋¸"̶̈̋̇©Ææ-ø"ゅ(Æ̌-ø̋"にぬょ┻"*æ¬̋©̋ø┸"ß̶̋"̈̇̊Ł̌øæ-º¸"̨Ø-æø̋œ̊̋º̊̋"Æº" ß̶̋" -º‐Æº¸-̊̋¸" ̊æºßøæØ" Æœ" ̶Æ̶̌̋ø" ß̶̇º" ß̶̋" æº̋" æ̈œ̋ø©̋¸" ¬Æß̶" ©̋øœÆæº" な┻" +º"̊æºßø̇œß┸"©̋øœÆæº"に"̇º¸"ね"œ̶æ¬"̶Æ̶̌"̈̇̊Ł̌øæ-º¸"̨Ø-æø̋œ̊̋º̊̋"̇º¸"ı̇øßÆ̇Ø"Æº¸-̊ßÆæº"Æº"ıø̋œ̋º̊̋"æ̨"̇"œÆº̌Ø̋"Æº¸-̊̋ø""ゅ(Æ̌-ø̋"にに"̇º¸"にねょ┻" 
 
/æ¸-Ø̋"な"©̋øœÆæº"な               6̶̋æø̋ßÆ̊̇Ø"4̋œıæºœ̋    +º"©Æ©æ"4̋œıæºœ̋ 
  ̇6̊  +26)  )(2    ̇6̊  +26)  )(2"な̶ø  )(2"に"̶ø 
  ど  ど  ど    ど  ど┻にね"º̌【ŒØ  ねどぱぬぬ  ぬねなどば 
  な  ど  ど    ど┻どぬ"º̌【ŒØ  ど"  ねななばな  ぬのににな 
  ど  な  ど    ど"  ど┻にね"º̌【ŒØ  ねひにぱの  ねひはぱな 
  な  な  な    ど┻どぬ"º̌【ŒØ  ど┻にね"º̌【ŒØ  ぬなはぱなは  のななのぱぬ 














(Æ̌-ø̋" にね┻" " +º¸-̊ßÆæº" ø̋œıæºœ̋" æ̨" Œæ¸-Ø̋" な‐©̋øœÆæº" ね" ゅı6̋ß‐.̇̊どね5‐)(2ょ┻" " )(2"æ-ßı-ß"Æœ"œ̶æ¬º"æº"ß̶̋";‐̇®Æœ┻")(2"̨Ø-æø̋œ̊̋º̊̋"¬̇œ"ø̋̊æø¸̋¸"æº̋"̶ø"ゅø̋¸ょ"æø"に"̶ø"ゅ̌ø̋̋ºょ"̨̇ß̋ø"Æº¸-̊ßÆæº┻" 
 
Module 2 





domain  of  Gal4  is  placed  downstream  of  the  Lac  promoter  from  E.  coli.  The  two 
parts of this module were separately inserted in two individual pSB1AK3 plasmids 
with  the  same  BioBricks  prefix  and  suffix.  Then  the  two  parts  were  ligated  and 





and after  validation of  the  sequence  it was  tested  in vivo  in E. coli &*のゎ<な" ̨æø" Æßœ"
response  to  the  two chemical  inputs. 6̇̈Ø̋"に" œ̶æ¬œ" ß̶̋"̋®ı̋̊ß̋¸" ß̶̋æø̋ßÆ̊̇Ø" Øæ̌Æ̊"ø̋œıæºœ̋" ̇º¸" ß̶̋" ̇̊ß-̇Ø" ̋®ı̋øÆŒ̋ºß̇Ø" ©̇Ø-̋œ" æ̈ß̇Æº̋¸" ¬Æß̶" Œæ¸-Ø̋" に┻" (Æ̌-ø̋" にの"œ̶æ¬œ"̇"̌ø̇ı̶Æ̊̇Ø"ø̋ıø̋œ̋ºß̇ßÆæº"æ̨"ß̶̋"ø̋œ-Øßœ"ßæ"̈̋ßß̋ø"̇ııø̋̊Æ̇ß̋"ß̶̋"¸Æ̨̨̋ø̋º̊̋œ"Æº")(2"̋®ıø̋œœÆæº" Æº"ø̋œıæºœ̋"ßæ"ß̶̋"¸Æ̨̨̋ø̋ºß"ßø̋̇ßŒ̋ºßœ┻"#"に┻ひね"̨æØ¸"¸Æ̨̨̋ø̋º̊̋" Æœ"æ̈œ̋ø©̋¸" ̈̋ß¬̋̋º" ß̶̋" ̈̇̊Ł̌øæ-º¸" ©̇Ø-̋œ" ̇º¸" ß̶̋" Œ̇®ÆŒ̇Ø" ̋®ı̋̊ß̋¸" ©̇Ø-̋" ¬̶̋º"æºØ°"̇º̶°¸øæ‐ß̋ßø̇̊°̊ØÆº̋"Æœ"ıø̋œ̋ºß┻" 
/æ¸-Ø̋"に               6̶̋æø̋ßÆ̊̇Ø"4̋œıæºœ̋    +º"©Æ©æ"4̋œıæºœ̋ 
  ̇6̊  +26)  )(2    ̇6̊  +26)  )(2"な̶ø  )(2"に"̶ø 
  ど  ど  ど    ど  ど┻にね"º̌【ŒØ  なばなひに  なぱのぬな 
  な  ど  な    ど┻どぬ"º̌【ŒØ  ど"  にぱはぬな  のねのなひ 
  ど  な  ど    ど"  ど┻にね"º̌【ŒØ  なばなぬね  なばぬひは 

















/æ¸-Ø̋"ぬ               6̶̋æøÆßÆ̊̇Ø"4̋œıæºœ̋    +º"©Æ©æ"4̋œıæºœ̋ 
  ̇6̊  +26)  )(2    ̇6̊  +26)  )(2"な̶ø  )(2"に"̶ø 
  ど  ど  ど    ど  ど┻にね"º̌【ŒØ  なにぱなひば  なねのはばぬ 
  な  ど  ど    ど┻どぬ"º̌【ŒØ  ど"  なにはにばの  なねなばぬね 
  ど  な  な    ど"  ど┻にね"º̌【ŒØ  なねのはねぱ  なぱひばなぬ 
  な  な  ど    ど┻どぬ"º̌【ŒØ  ど┻にね"º̌【ŒØ  なねぬにのぱ  なひにぬなば 
 
Table 3.  Induction  response  of module 3. )(2"æ-ßı-ß" Æœ" œ̶æ¬º"æº" ß̶̋" ;‐̇®Æœ┻")(2"̨Ø-æø̋œ̊̋º̊̋"¬̇œ"ø̋̊æø¸̋¸"æº̋"̶ø"ゅø̋¸ょ"æø"に"̶ø"ゅ̌ø̋̋ºょ"̨̇ß̋ø"Æº¸-̊ßÆæº┻ 





After  2  hrs  of  induction,  the  levels  of  GFP  from  the  third  (IPTG)  and  fourth 
treatments (Both IPTG and aTc) showed higher GFP fluorescence than the other two 
conditions  (Table  3,  Figure  26).  However,  the  fourth  condition  should  give  a  GFP 
fluorescence  value  similar  to  treatments  1  and  2.  Furthermore,  the  difference 
between the GFP values for the fourth treatment is not significantly different from 
the  other  treatments.  These  results  might  be  explained  by  the  high  background 
fluorescence observed when both inducers are absent.  
Module  4  is  made  up  of  min‐term  4  そ"pRCl/Gal4‐GFP  and  two  inverters,  namely 
pTet‐そCl and pLac‐Gal4. All three genes were constructed separately and ligated in 
plasmid  pSB1AK3  in  the  following  order  pCl/Gal4‐GFP,  pTet‐そCl  and  pLac‐Gal4.  A 
20bp spacer was  introduced between the three genes. 6̇̈Ø̋"ね"œ̶æ¬œ"ß̶̋"̋®ı̋̊ß̋¸"ß̶̋æø̋ßÆ̊̇Ø"Øæ̌Æ̊"ø̋œıæºœ̋"̇º¸"ß̶̋"̇̊ß-̇Ø"̋®ı̋øÆŒ̋ºß̇Ø"©̇Ø-̋œ"æ̈ß̇Æº̋¸"¬Æß̶"Œæ¸-Ø̋"ね┻"(Æ̌-ø̋"にば"œ̶æ¬œ"̇"̌ø̇ı̶Æ̊̇Ø"ø̋ıø̋œ̋ºß̇ßÆæº"æ̨"ß̶̋"ø̋œ-Øßœ"ßæ"̈̋ßß̋ø"̇ııø̋̊Æ̇ß̋"ß̶̋"¸Æ̨̨̋ø̋º̊̋œ"Æº")(2"̋®ıø̋œœÆæº"Æº"ø̋œıæºœ̋"ßæ"ß̶̋"¸Æ̨̨̋ø̋ºß"ßø̋̇ßŒ̋ºßœ┻ 
/æ¸-Ø̋"ね               6̶̋æø̋ßÆ̊̇Ø"4̋œıæºœ̋    +º"©Æ©æ"4̋œıæºœ̋ 
  ̇6̊  +26)  )(2    ̇6̊  +26)  )(2"な̶ø  )(2"に"̶ø 
  ど  ど  な    ど  ど┻にね"º̌【ŒØ  109764  112913 
  な  ど  ど    ど┻どぬ"º̌【ŒØ  ど"  104787  88412 
  ど  な  ど    ど"  ど┻にね"º̌【ŒØ  112465  110048 







Initially,  min‐term  4  そ" pRC1/Gal4‐GFP  was  constructed  using  そ" pR‐GFP 
(BBa_S03335)  from  the  BioBricks  Part  Registry  as  starting  material.  SDM  was 
carried out  to  insert  the Gal4 Binding sequence between  the SD sequence and  the 
transcription  start  site.  Colony  PCR  was  used  to  screen  for  positive  colonies 
harbouring  the  mutant  plasmid.  Then  this  min‐term  was  ligated  to  pTet‐そC1  in 
pSB1AK3.  This  partial  construct was  tested  in vivo  and  the  results  showed  strong 
repression  mediated  by  the  そ"C1  repressor  even  in  the  absence  of  induction  by 































Module 1  t‐test        Sample size 
Between  no induction   aTc only  IPTG only   
Double induction  < 0.0001  < 0.0001  < 0.0001  3 
             
Module 2  t‐test         
Between  no induction  IPTG only  Double Induction   














information  processing  functionality.  Ultimately,  the  cell  will  have  the  ability  to 
perform  any  of  16  different  2‐input  combinatorial  logic  functions.    The  design  is 
based  on  the  construction  of  genes  responding  to  two  input  chemicals,  IPTG  and 
anhydro‐tetracycline, and producing one output,  the green  fluorescent protein.    In 
our design, the output protein is expressed only if a particular logic function of the 








different Boolean  logic  functions with  two  input variables.   The configuration step 
will  require  the  excision  from  the  E.  coli  genome  of  one  or  more  of  the  4  logic 
modules to create all possible combinations. 









behavior.  This  module  required  the  construction  of  a  single  gene  [min‐term  1] 
harboring  a  modified  Tet  promoter.  Although  synthetic  ╉#0&╊" ̌̇ß̋œ" ̶̇©̋" ̈̋̋º"
successfully created in the past, their design were based on the use of more complex ıøæŒæß̋øœ┻" " (æø" ̋®̇ŒıØ̋┸" ̇" ıø̋©Ææ-œØ°" ¸̋œ̊øÆ̈̋¸" ╉#0&╊" ıøomoter  responding  to 
IPTG  and  arabinose  contained  the  3  operators  from  the  naturally  occurring  Lac 
operon  and  2  operators  from  the  arabinose  operon  in  addition  to  the  cAMP‐CAP 
binding site of the Lac operon [16]. For the first logic module of this project, our goal ¬̇œ" ßæ"̊ø̋̇ß̋"̇"ŒÆºÆŒ̇Ø" ╉#0&╊"̌̇ß̋"ıøæŒæß̋ø"-œÆº̌"æºØ°" ß¬æ"æı̋ø̇ßæø"œ̋ł-̋º̊̋œ┻"
Therefore we constructed different variants where only one Lac operator and one 
Tet  operator  would  regulate  gene  expression.  For  such  a  promoter,  leakiness  is 
expected since we are reducing the amount of regulatory sequences and the results 
indeed  suggested  that  GFP  was  being  produced  even  in  the  absence  of  inducers. 
However,  the 10‐fold difference  in GFP fluorescence observed when both  inducers 






in  absence  of  inducers,  we  constructed  different  variants  where  the  operator 
sequence and/or its localization in the promoter was changed.  In the first attempt 
(variant 2), we kept  the TetR1 operator upstream of  the  ‐35 box and replaced the 
TetR2 which  is  normally  located  between  the  ‐35  and  ‐10  boxes with  the  Lac O1 
operator (Figure 5). We were expecting to observe a stronger repression in absence 
of IPTG since this localization was previously shown to provide a tighter repression 
of  the  chimeric  Lac‐ara  promoter  [16].    Surprisingly,  this  configuration  resulted  in 
higher background expression  values with  less  than  two‐fold differences between 
the induced (A&B), partially induced (A or B) and un‐induced conditions (Figure 22). 
The differences observed between our construct and the chimeric Lac‐Ara promoter 
















9̋" œ-̊̊̋œœ̨-ØØ°" ̊æºœßø-̊ß̋¸" ß̶̋" ╉ºæº" #┃$╊" Œæ¸-Ø̋,  which  exhibited  a  3‐fold 
difference  in  GFP  expression  in  the  absence  of  IPTG  and  in  presence  of  anhydro‐
tetracycline  compared  with  the  other  three  possible  combinations  (figure  25). 
Module 2 is composed of two genes, the min term pGal4/Tet‐GFP and the inverter 
pLac‐Gal4  to  negate  the  first  variable,  IPTG.  The  pGal4/Tet‐GFP  min‐term  was 
constructed using the same design as the one used for the first variant of min‐term1. 
The  only  difference  being  that  the  lacO1  operator  present  in  min‐term  1  was 
replaced with  the  yeast  UASg  sequence.  This  sequence  is  recognized  by  the  Gal4 
protein which  upon  binding  acts  as  repressor  of  transcription  in  bacteria.    It  has 
been shown previously that a single UASg sequence introduced in the Lac promoter 
at  the  Lac  O1  operator  position  could  repress  the  Lac  promoter  by  30‐fold  in 
presence of Gal4  [44].  In  the absence of  IPTG,  the min‐term is  repressed by the Tet 
repressor only while Gal4  is  expressed and acts as a  repressor only when  IPTG  is 
added to the culture.  In our construct, a  three‐fold difference  is observed between 
the fully induced state (anhydro‐tetracycline only) and the Gal4 or TetR repressed 
state.  The Tet promoter is generally regarded as a stronger promoter compared to 





[41,46].  The  position  of  the  Gal4  binding  sequence  in  module  2  is  upstream  and 
slightly overlapping with the ‐35 box whereas in the study that showed the 30‐fold 
repression mediated by Gal4, the position of the Gal4 binding sequence was placed 





of  the  min‐term  2  promoter  must  be  caused  by  the  introduction  of  the  UASg 
sequence since it  is the only difference between min‐term 1 and min‐term 2. Even ß̶æ-̶̌"Æß"Æœ"̌̋º̋ø̇ØØ°"̇œœ-Œ̋¸"ß̶̇ß"Æß"Æœ"ß̶̋"╉ł-̇ØÆß°╊"æ̨"ß̶̋" ‐35 and ‐10 boxes that 
determines promoter strength in prokaryotes, several studies have shown that the 






both  modules  were  constructed  using  as  backbone  the  lambda  Pr  promoter.  In 











should  at  least  be  strongly  repressed  when  C1  is  expressed.  One  possible 
explanation for this unusual behavior is that the introduction of the lac01 operator 
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downstream  of  the  Shine‐Dalgarno  sequence.    Under  natural  conditions,  this 
promoter  is  not  repressed  since  E. coli  does  not  produce  the  Gal4  or  C1  protein. 
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